ALDERETE DE MAJO ET AL.: Los cromosomas de Sarasinula linguaeformis
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Figura 7. Cariotipo de Sarasinula linguaeformis en base a los 17 bivalentes en paquitene, ali-
neados por los cinetocoros y agrupados segiin el tamafio y el indice de brazos. Se identifican 4
bivalentes en la region medial (1, 6, 7 y 12), 4 en la submedial (8, 9, 13 y 14), 5 en la subter-
minal (2, 3, 10, 11 y 15) y 4 en la terminal (4, 5, 16 y 17). Las flechas indican la presencia de

knobs o nudos en los bivalentes 1, 6 y 12.

Figure 7. Sarasinula linguaeformis kariotype, obtained from the seventeen pachytene bivalents,
lined in their kynetochores and grouped acording to size and “arm” index. Four bivalents in
the medial region are identified (1, 6, 7 and 12), 4 in the submedial (8, 9, 13 and 14), 5 in the
subterminal (2, 3, 10, 11 and 15) and 4 in the terminal region (4, 5, 16 and 17). Arrows show

the presence of knobs in bivalents 1, 6 and 12.

gonadales, representa un hecho nuevo
en el estudio cromosémico en Gastro-
poda, hasta donde la informacién bi-
bliografica lograda lo permite aseverar.

La asociacién de uno de los bivalen-
tes al nucleolo, analizada en el presente
trabajo, fue también citada por varios
investigadores (SCHULTZ Y ST. LAWRENCE,
1949; FERGUSON-SMITH, 1964; entre otros)
para espermatocitos humanos.

De lo expuesto se desprende que los
resultados abordados en la elaboracién
de cariotipos de bivalentes en paquitene,
implica una clasificacién ordenada en
grupos y no una identificacién indivi-

dual absoluta de los bivalentes. Este he-
cho revela semejanzas con las conclusio-
nes obtenidas por HUNGERFORD (1971),
FERGUSON-SMITH (1972) y Luciang, Ca-
PODANO-VAGNER Y DE VICTOR-VUILLET
(1972).
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Espermatogénesis en Sarasinula linguaeformis
(Semper, 1885) (Gastropoda, Veronicellidae)

Spermatogenesis in Sarasinula linguaeformis (Semper,
1885) (Gastropoda, Veronicellidae)

Ana Maria ALDERETE DE MAJO, Eugenia Maria USANDIVARAS
y Ana Claudia MERCADO LACZKO*

RESUMEN

Se realiz6 el estudio de la gametogénesis masculina en 58 ejemplares de Sarasinula lin-
guaeformis (Semper, 1885), recolectados en San Miguel de Tucuman, Argentina,
mediante técnicas eminentemente citolégicas y citogenéticas, y el empleo de la técnica
de “air-drying” modificada para oligoquetos terricolas y puesta a punto para gasterépo-
dos terrestres en la presente investigacion.

Los resultados obtenidos permiten concluir que este proceso se lleva a cabo a través de
cinco divisiones mitéticas, no siempre sincrénicas, desde espermatogonias (células ais-
ladas o agrupadas en nimero de 2, 4, 8 y 16, unidas por puentes citoplasmaticos) hasta
espermatocitos primarios (conglomerados de aproximadamente 32 elementos celulares,
alrededor de una masa citoplasmatica o citéforo) y de la meiosis, que conduce a la for-
macién de espermatocitos secundarios (células agrupadas en nimero de 64, nimero
este variable por asincronia en el desarrollo de las divisiones celulares, inmersas en un
citéforo destacable) y de espermatidas (conglomerados de alrededor de 128 elementos
celulares, con el maximo desarrollo del citéforo), que se transforman en espermatozoi-
des. Estos altimos han perdido todos los puentes citoplasmaticos.

ABSTRACT

The spermatogenesis of Sarasinula linguaeformis (Semper, 1885) (Gastropoda, Veroni-
cellidae) was studied in fifty eight specimens, collected in San Miguel de Tucuman,
Argentina, using a previously modified air-drying technique for terrestrial Oligochaeta
especially adapted for terrestrial Gastropoda.

It was determined that the male cells undergo five mitotic divisions, not always synchro-
nous, from spermatogonia (isolated or clustered cells of 2, 4, 8, 16 elements, linked by
cytoplasmic bridges) to spermatocytes | (groups of approximately 32 elements, arranged
around the cytophore), and the meiotic division wich originate spermatocytes Il (groups
of about 64 cells, because of the frequent asynchronous cell divisions embedded in the
cytophore); spermatids (groups of approximately 128 elements around the major cyto-
phore) which become spermatozoa.

PALABRAS CLAVE: Gastropoda, Veronicellidae, Sarasinula linguaeformis, espermatogénesis.
KEY WORDS: Gastropoda, Veronicellidae, Sarasinula linguaeformis, spermatogenesis.

* Catedra de Invertebrados. Facultad de Ciencias Naturales e Instituto Miguel Lillo. Universidad Nacional
de Tucumdn. Miguel Lillo 205. (4000) San Miguel de Tucumén. Repiiblica Argentina.
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INTRODUCCION

La gametogénesis en los Moluscos ha
sido estudiada por numerosos autores.
En lo que se refiere a los Soleolifera, orden
que incluye a las familias Onchidiidae,
Veronicellidae y Rathonsiidae (THOME,
1975), este proceso fue analizado en
Onchidiidae, concretamente en Orchide-
lla celtica, por TUZET (1940) para la esper-
matogénesis y por GABE (1951), en lo que
acontece a la ovogénesis, y en los Vero-
nicellidae por HOFFMANN (1925) y QUAT-
TRINI Y LANZA (1964a, b, ¢; 1965a, b). Los
tltimos realizaron el andlisis de la estruc-
tura de la génada y los procesos de esper-
matogénesis y ovogénesis en Vaginulus
borellianus (Colosi) y en Laevicaulis alte
(Férussac). Estas investigaciones fueron
llevadas a cabo tanto a nivel éptico como
electrénico. Los estudios basados en
microscopia 6ptica han sido hechos fun-
damentalmente sobre material obtenido
por cortes histolégicos de la génada o por
aplastamiento de dicho 6rgano.

En cuanto a la gametogénesis de
Sarasinula linguaeformis no existe antece-
dente alguno. Es por ello que se ha abor-
dado su estudio, en base a técnicas emi-
nentemente citogenéticas, y que se des-
criben en el apartado correspondiente.

MATERIAL Y METODOS

Especie estudiada: Sarasinula linguae-
formis (Semper, 1885) (ver ALDERETE DE
Majo, 1996).

Datos de recogida: los 58 ejemplares
empleados fueron recolectados en la
localidad de San Miguel de Tucumadn,
Argentina, durante los afios 1990 y 1991,
incluyendo las cuatro estaciones.

Los ejemplares fueron procesados
individualmente segtin los pasos deta-
llados en ALDERETE DE MAJO (1996).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos permiten
concluir que el proceso de espermatogé-
nesis se lleva a cabo a través de cinco
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divisiones mitdticas, no siempre sincré-
nicas, desde espermatogonias aisladas y
agrupadas (2, 4, 8 y 16, unidas por
puentes citoplasmaticos), hasta esper-
matocitos 1 (conglomerados de 32 ele-
mentos celulares, alrededor de una
masa citoplasmatica o citéforo) y de la
divisién meiética, que conduce a la for-
macién de espermatocitos II (agrupacio-
nes celulares en nimero de 64, inmersas
en un citéforo destacable) y de esperma-
tidas (grupos de 128, alrededor de un
citéforo en su maximo estado de desa-
rrollo, con un volumen muy superior al
observado en etapas precedentes), las
cuales se transforman en espermatozoi-
des. Cabe destacar que los nimeros
indicados para todas las agrupaciones
antes citadas, varian frecuentemente por
asincronia en el desarrollo de las divi-
siones celulares. Los espermatozoides
han perdido todos los puentes citoplas-
maéticos y se presentan sin conexiones
con otras células. Presentan un ndcleo
corto redondeado, ovalado o cénico y
un largo flagelo, que mide alrededor de
350 um (Figs. 1-12). '

Por otra parte y en cuanto al andlisis
citoquimico del citéforo realizado por
medio de la reaccién de Feulgen, puede
afirmarse que éste, ya sea tanto en el
estado temprano de desarrollo como en
el de maximo crecimiento, se presenta
negativo ante esta reaccion nuclear espe-
cifica. En efecto, los conglomerados
tenidos con esta técnica, mostraron sus
nticleos sin elemento alguno que los una.
Los resultados asi obtenidos permiten
inferir que el citéforo carece de material
nuclear, y deducir en cambio que es de
naturaleza citoplasmatica (Figs. 13-15).

Los elementos celulares de la linea
germinal masculina han sido observa-
dos en los disgregados junto a los de la
femenina y se han diferenciado de los
mismos debido a que los nticleos de las
ovogonias presentan un tamano consi-
derablemente mayor que el de las esper-
matogonias y, ademds, porque las célu-
las que intervienen en el proceso de es-
permatogénesis se presentan formando
conglomerados, y no asi las de la linea
germinal femenine.
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Figuras 1-6. Espermatogénesis de Sarasinula linguaeformis. Tincién Giemsa. 1: espermatogo-
nia aislada; metafase gonial. 2: espermatogonia en division. 3: espermatogonias agrupadas (2);
una en divisién. 4: espermatogonias agrupadas (5). 5: espermatogonias agrupadas (8); una en
divisién. 6: espermatogonias agrupadas (13); premetafases goniales. Escalas 5,3 pm.

Figures 1-6. Spermatogenesis in Sarasinula linguaeformis. Giemsa staining. 1: isolated sper-
matogonia; gonial metaphase. 2: dividing spermatogonia. 3: grouped spermatogonia (2); one
of them dividing. 4: grouped spermatogonia (5). 5: grouped spermatogonia (8); one of them
dividing. 6: grouped spermatogonia (13); gonial premetaphases. Scale bars 5.3 um.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten
concluir que la espermatogénesis de
Sarasinula linguaeformis se lleva a cabo a
través de cinco divisiones mitéticas y la
meiosis. Si bien los tipos celulares obser-
vados coinciden, en términos generales,
con los descritos mediante microscopia
Optica (WATTs, 1952 y BURCH, 1960) y
electrénica (QUATTRINI Y LANZA, 1965 b)
en Gastropoda y en Mollusca (Lucas,
1971), se detectaron hechos en la litera-
tura sobre este tema que hacen necesaria
su mencion:

Espermatogonias: La presencia de
espermatogonias aisladas ha sido citada
por TUZET Y MARIAGGI (1951) y por
SABELLI, SABELLI SCANABISSI Y MERLONTI
(1978), asi como también el menor
tamarfio de sus nucleos, comparado con el
de las ovogonias. En cuanto a las formas
agrupadas, los resultados de esta investi-
gacion son so6lo en parte coincidentes con
los de otros autores. En efecto, en lo que a
la frecuente asincronia de las divisiones
celulares en un mismo conglomerado se
refiere, no concuerda con lo descrito por
BURCH (1960) para Pulmonata, quien
afirmé que «todas las células de los con-
glomerados se encuentran en exacta-
mente el mismo estado de division».
Tampoco coincide con la sincronia de las
divisiones celulares citada por SABELLI ET
AL. (1978). Por otra parte, la presencia de
puentes citoplasmadticos concuerda con lo
manifestado por TUZET Y MARIAGGI
(1951), quienes denominaron a dicha
masa citoplasmadtica «citéforo», como
habia sucedigo previamente para Lum-
bricidae (Oligochaeta) (CHATTON Y TU-
ZET, 1941; 1942; 1943).

Espermatocitos I: La frecuente asin-
cronia en el desarrollo de los ciclos celu-
lares de los mds o menos 32 niicleos agru-
pados y unidos por puentes citoplasmati-
cos, como asi también la falta de adheren-
cia o relacién a célula nodriza alguna,
difieren de lo explicado por WATTS
(1952), BURCH (1960), QUATTRINI Y LANZA
(1965 b) v SABELLI ET AL. (1978), quienes
describieron el desarrollo de grupos is6-
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genos y sincrénicos de espermatocitos I,
alrededor de células nutricias («células
de Sertoli») o bien de un cit6foro nuclea-
do y con contornos regulares, adqui-
riendo asi el aspecto de una célula nutri-
cia (Tuzetr Y MARIAGGI, 1951).

Espermatocitos II: La masa citoplas-
madtica o citéforo, que alcanza un creci-
miento destacable en esta etapa, fue des-
crita por varios autores (WATTs, 1952;
BUrRCH, 1960 y SABELLI ET AL., 1978)
como una gran célula nutricia, lo que
representa una notable discrepancia con
los hallazgos de esta investigacion,
como serd explicado posteriormente.

Espermadtidas: El hecho que merece
una atencién especial estd referido fun-
damentalmente al citéforo, que en esta
etapa alcanza el mayor desarrollo. La in-
terpretacién de éste como material cito-
plasmético y no como célula nodriza,
como asi también el no haber observado
la adherencia de cada grupo de gonoci-
tos en general y de espermatidas en par-
ticular a una uUnica célula nutriente, no
concuerda con las descripciones de
WaTTS (1952), AUBRY (1954), YASuzuM],
TaNaKA, TEZzUKA Y NAKANOS (1959),
BURCH (1960), QUATTRINI Y LANZA
(1965b), JOoOSE, BOER Y CORNELISSE (1968)
y SABELLI ET AL. (1978). Sin embargo,
coincide con los hallazgos de FRANZEN
(1970), quien se expresa de la siguiente
manera: «el citoplasma no usado en la
vaina plasmatica, es eliminado y por ello
se denomina citoplasma residual y parte
de él fluye dentro del citéforo, que forma
el centro del dster radial y de las esper-
matidas, durante una de las fases de la
histogénesis. Es imposible observar nin-
guna célula especial nutriente en la masa
citoplasmatica, alrededor de la cual se
agrupan las espermatidas». Asimismo y
bajo un panorama taxonémico mas am-
plio, el citéforo en los procesos de esper-
matogénesis y espermiogénesis de Oli-
gochaeta, fue estudiado por numerosos
autores, tanto a nivel éptico como elec-
tronico. En cuanto a ello, el analisis cito-
quimico de la estructura antes mencio-
nada en tres especies del género Phere-
tima en base a la reaccion de Feulgen, fue
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Figuras 7-12. Espermatogénesis de Sarasinula linguaeformis. Tincién Giemsa. 7: espermato-
gonias agrupadas (16); dos en divisi6n. 8: espermatocitos [ (32); tres en divisién. 9: espermato-
citos II (64); citéforo (flecha). 10: espermatidas (128); citéforo (flecha). 11, 12: espermatozoi-
des. Escalas, 7-10: 19,2 pm; 11, 12: 5,3 pm.

Figures 7-12. Spermatogenesis in Sarasinula linguaeformis. Giemsa staining. 7: grouped
spermatogonia (16); two of them dividing. 8: spermatocytes I (32); three dividing. 9: sperma-
tocytes 11 (64); cytophore (arrow). 10: spermatids (128); cytophore (arrow). 11, 12: spermato-
zoa. Scale bars, 7-10: 19.2 um; 11, 12: 5.3 um.
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Figuras 13-15. Espermatogénesis de Sarasinula linguaeformis. Coloracion Feulgen. 13: Esper-
matogonias agrupadas (16). Ausencia de puentes citoplasmaticos. 14: Espermatocitos 11 (64).
Ausencia de citéforo. 15: Espermatidas (128). Ausencia de citoforo. Escalas 19,6 pm.

Figures 13-15. Spermatogenesis in Sarasinula linguaeformis. Feulgen staining. 13: grouped
spermatogonia (16). Note the absence of cytoplasmatic linkages. 14: spermatocytes II (64).
Absence of cytophore. 15: spermatids (128). Absence of cytophore. Scale bars 19.6 um.

negativo a esta reaccién nuclear (ALDE-
RETE DE MAJO, 1988). Estos resultados
son coincidentes con los estudios realiza-
dos al respecto en otros Oligochaeta, a
nivel de microscopia electrénica (MARTI-
Nuccr Y FELLUGA, 1975; MARTINUCCI, FE-
LLUGA Y CARLI, 1977; FUGE, 1976 y JAMIE-
SON, 1981).
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Espermatozoides: la morfologia del
espermatozoide de Sarasinula linguaefor-
mis con una cabeza corta y redondeada
o cénica y un largo flagelo, seria de tipo
primitivo, considerando lo expuesto por
Tuzer (1950), quien fundamento la mor-
fologia de los gametos masculinos en
relaciones filogenéticas. Sin embargo, el



